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論文内容要旨
 グロビン遺伝子の制御機構には,1)赤血球特異的に転写されること,また,2)遺伝子群を
 形成していて,発生のそれぞれの時期に応じて特異的な種類の遺伝子が発現されること,という
 二つの大きな特徴がある。後者の機構により,動物は様々な発生段階において酸素の運搬を効率
 的に行っている。このような発生・分化に伴うグロビン遺伝子の発現制御の解析の上で,ニワト
 リのβグロビン遺伝子の3}側に存在するエンハンサーは,これまでにもっともよく解析されて
 いる制御領域の一つである。この領域がニワトリβグロビン遺伝子群の組織特異的・発生段階特
 異的な転写制御にたいへん重要であることは,いくつかの機能的方法によりすでにこれまでに示
 されている。
 NF-E2配列は,上述のβグロビンエンハンサーを含む多くの赤血球特異的な遺伝子の発現制
 御領域に存在しており,それらの領域の機能に必須であることが示されている。申請者らは先に,
 その配列に結合する転写因子NF-E2は塩基性アミノ酸領域とロイシンジッパー構造(b-Zip構造)
 を持ったp45とMaf癌遺伝子の関連遺伝子産物であるMafKとのヘテロ二量体からなることを
 発見した(Nature,367:568-572)。マウス赤白血球病細胞の解析からは,そのヘテロ二量体が
 赤血球分化に必須であることが示されているが,しかし,別のシステムを用いた解析からは,
 NRE2配列に結合する因子はp45-MafK二量体に限らないことを示すデータも得られており,
 この点でNF-E2配列を介した転写制御の複雑性と重要性とが強く示唆されるに至っている。そ
 こで,申請者はニワトリβグロビンエンハンサー中のNF-E2配列に結合する因子を同定するこ
 とを通して,その問題にアプローチすることを計画した。すなわち,ニワトリ赤血球において実
 際にNF-E2配列に結合し,グロビン遺伝子の転写活性化に機能している転写因子を同定するこ
 とを目的として,マウスp45のb-Zip領域をプローブとした貧血ニワトリ末梢赤血球cDNAライ
 ブラリーのスクリーニングを行った。
 その結果42個の陽性クローンを得たが,それらをPCR法とサザン法を併用して解析してみる
 と,それらのうち39個はマウスp45とは構造的にかけ離れている一つの遺伝子に由来するもの
 であった。また,本解析からはニワトリのp45ホモローダは得られなかった。得られた遺伝子
 EcHはアミノ酸582残基よりなり,p45との間でよく保存されたb-zip領域を持っていたが,そ
 れ以外の部分では全く相同性が認められなかった。このcDNAを試験管内転写翻訳の系を用い
 て発現させると63KDaの蛋白をコードすることがわかった。これは,線維芽細胞において過剰
 発現させた蛋白と同じ大きさであった。次にECHが生体内でどのような役割を果たしているの
 かを調べる目的でノーザンブロット法によりECHの発現分布を調べた。組織では末梢赤血球,
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 腎臓,小腸に強い発現が認められた。また分化誘導可能な培養細胞株を用いて分化誘導してみる
 とECHの発現上昇に伴って赤血球系特異的遺伝子の発現上昇が認められた。これらのことより
 ECHが実際に赤血球分化において重要な働きを担っていることが強く示唆された。またECHの
 DNA結合能をMaltoseBilldingPrっtein(MBP)ととの融合蛋白を用いて調べた。その結果
 ECHはp45と同様に,それ単独ではDNAに結合できず,MafF,MafG,MafKのいずれとも
 効率よくヘテロダイマーをつくりDNAに結合することがわかった。次にECHの転写活性化能
 をNF砲2配列をその転写制御領域に持つレポーター遺伝子を用いて,培養細胞における一過性
 発現実験により検討した。ECHを単独で線維芽細胞に導入すると,NF-E2siteに依存した非常
 に強い転写活性化能が認められた。これまでに我々はこのリポーター遺伝子の発現はmaf蛋白
 の過剰発現により抑制されることを示した。maf蛋白の存在下でECHを過剰発現させてみると
 効率よくmafによる転写制御を解除した。また,ECH存在下にp45を過剰発現させてみると
 ECHの転写活性化能が抑制された。これはp45とECHが同様なDNA配列を認識することによ
 る競合阻害であると考えられ,ECHがp45より強力な転写活性化能を有することがわかった。
 以上のことより,EcHはp45との間でよく保存されたb-zip領域を持ち,同様なDNA結合能を
 示すが,その他の部分では機能的にも構造的にも全く違う転写因子であることがわかる。また,
 これらの蛋白の存在比がリポーター遺伝子の発現を調節することが示唆される。
 以上の結果よりECHはニワトリ赤血球で働くCNCファミリーの中で主なものであり赤血球
 分化に深く関与していることであろうことが強く示唆された。
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 審査結果の要旨
 グロビン遺伝子発現の制御機構については,既に多くの研究がなされているが,なお未解決の
 点が多い。ニワトリβグロビン遺伝子の3'側に存在するエンハンサーは,最もよく解析されて
 きた制御領域の一つであり,本遺伝子の組織特異的・発生段階特異的な転写制御に極めて重要で
 ある。この領域を含む多くの赤血球特異的遺伝子発現制御領域の機能に必須なシス因子の一つに
 NF-E2配列がある。申請者らは,先にこの配列に結合する転写因子NF-E2は,共にb-Zip構造
 を持つ2つのサブユニットp45とMafKから成るヘテロ2量体であることを見出したが,さら
 に解析を進めた結果,本配列に結合する因子はp45-MafK2量体とは限らないことが知られ,
 本配列を介する制御機構の複雑性と重要性とが強く示唆された。本研究は,このNF-E2配列に
 結合する因子の検索,同定を通して,その実体の解明を試みたものである。
 先ず,マウスp45のb-zip領域をプローブとして貧血ニワトリ末梢赤血球cDNAライブラリー
 を検索した結果,b-Zip領域を含む新しいタンパク質をコードするcDNAが単離され,ECHと
 名付けられた。その配列をp45と比べると,b-Zip領域はよく保存されていたが,それ以外の部
 分では全く相同性が認められなかった。ECH遺伝子は末梢赤血球,腎臓,小腸に強い発現が認
 められ,また,培養細胞での分化誘導実験では,ECHの発現増加に伴って赤血球系特異的遺伝
 子発現も増加した。DNA結合能の解析からは,ECHはp45と同じく単独ではDNAに結合でき
 ず,小Mafタンパク質群とヘテロ2量体を形成してNF-E2配列に結合することが知られた。さ
 らに,NF-E2配列を転写制御領域に持つレポーター遺伝子を用いて線維芽細胞株で検討したと
 ころ,ECH遺伝子単独の導入により,p45の場合より著しく強いNF-E2配列依存性の転写活性
 化能が認められた。しかし,このECHの転写活性化能はp45の過剰発現により抑制され,両者
 は同様なDNA配列を認識し,競合することが知られた。また,Maf蛋白の過剰発現で見られ
 るリポーター遺伝子発現の抑制は,ECHを同時に過剰発現させると,p45の場合に比べ遥かに
 よく解除された。以上の結果から,ECHはp45との間でよく保存されたb-Zip領域を持ち,同
 様なDNA結合能を示すが,その他の部分では機能的構造的に異なる転写因子であることが明ら
 かにされた。同時に,ECHはニワトリ赤血球で働くCNCファミリーの主要なものであり,赤血
 球分化に深く関与していることが強く示唆されている。
 本研究の成果は,複数の種類の転写因子の組み合わせにより同様なDNA配列を認識する様々
 な性質をもった複合体,恐らく多くはヘテロあるいはホモの2量休が形成され,遺伝子発現の調
 節には細胞内でのそれらの存在比が重要であるという最近の注目すべき仮説を支持する新しい知
 見であり,遺伝子情報発現や細胞分化の研究発展に大いに寄与するものである。故に,本論文は
 学位に十分値するものと判断される。
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